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Os arbovírus como dengue, Zika e chikungunya têm se proliferado 
principalmente em regiões tropicais e subtropicais por conta de condições 
climáticas, ambientais e falta de saneamento. Os sinais e sintomas das 
arboviroses citadas podem ser bastante semelhantes e representam um 
problema para o diagnóstico clínico. Assim, o diagnóstico laboratorial é 
imprescindível para definição das condutas terapêuticas a serem adotadas no 
tratamento dos pacientes suspeitos. Os testes mais usados no diagnóstico 
laboratorial são os sorológicos e moleculares, sendo que os testes 
moleculares apresentam a vantagem de serem mais sensíveis e específicos, 
enquanto que os sorológicos têm a desvantagem de apresentar riscos de 
reações cruzadas, uma vez que esses vírus tem genomas bastante 
semelhantes. O objetivo deste trabalho foi construir um controle externo 
positivo único contendo sequencias dos arbovírus dengue, Zika e 
chikungunya e de um transcrito humano específico para validar as reações do 
kit BIOMOL ZDC. A construção do controle foi feita utilizando técnicas de 
engenharia genética, foi desenhada uma sequência sintética única contendo 
fragmentos de todos os alvos do kit, e esta foi sintetizada e clonada em um 
sistema de expressão conhecido, contendo o promotor T7 e o fago MS2 
modificado. Após a expressão e purificação foi feita a extração do RNA das 
partículas e a amplificação na RT- qPCR. Na análise verificou-se que todos os 
alvos do kit kit BIOMOL ZDC presentes no controle construído foram 
amplificados, validando todo o processo desde a extração, a transcrição 
reversa até a reação de PCR. Portanto, o controle construído atendeu aos 
objetivos deste projeto e desta forma  o  kit BIOMOL ZDC que já estava  
sendo usado para pesquisa no Brasil sem a presença do controle positivo, 
passou a ser utilizado com o módulo completo pelos mesmos laboratórios  
que obtiveram resultados semelhantes. Portanto, este produto (kit com o 
controle), desenvolvido com tecnologia nacional é biosseguro, tendo custo 
menor e alto valor agregado, e potencial para ser utilizado a fim de atender as 
necessidades da saúde pública brasileira. 
 














The arboviruses such as dengue, Zika and chikungunya have proliferated 
mainly in tropical and subtropical regions due to climatic and environmental 
conditions and lack of sanitation. The signs and symptoms of the 
aforementioned arboviruses can be very similar and represent a problem for 
the clinical diagnosis. Thus, the laboratory diagnosis is essential for defining 
the therapeutic behaviors to be adopted in the treatment of suspected 
patients. The most commonly used tests in laboratory diagnosis are 
serological and molecular tests; molecular tests have the advantage of being 
more sensitive and specific, whereas serological tests have the disadvantage 
of presenting cross-reactivity risks, since these viruses have very similar 
genomes. The objective of this work was to construct a single positive external 
control containing dengue, Zika and chikungunya arbovirus sequences and a 
specific human transcript to validate the reactions of the BIOMOL ZDC kit. 
Construction of the control was done using genetic engineering techniques, a 
single synthetic sequence containing fragments of all kit targets was drawn 
and synthesized and cloned into a known expression system containing the T7 
promoter and the modified MS2 phage. After the expression and purification, 
the RNA extraction from the particles and the amplification in the RT- qPCR 
were made. In the analysis it was verified that all the targets of the BIOMOL 
ZDC kit present in the constructed control were amplified validating the whole 
process from the extraction, the reverse transcription until the PCR reaction. 
Therefore, the constructed control met the objectives of this project and in this 
way the BIOMOL ZDC kit that was already being used for research in Brazil 
without the presence of the positive control was used with the complete 
module by the same laboratories that obtained similar results. Therefore, this 
product (kit with the control), developed with national technology is biosecure, 
having a lower cost and high added value, having potential to be used to meet 
the needs of Brazilian public health. 
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O Instituto de Biologia Molecular do Paraná (IBMP) foi criado em 1999 
através de uma parceria entre a Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e o 
Governo do Estado do Paraná sendo que as suas atividades se iniciaram de 
maneira oficial em 2001. 
Desta forma, o Ministério da Saúde (MS) alocou o IBMP como parte 
de um grupo responsável pela implantação de testes de diagnóstico molecular 
como o Testes de Ácidos Nucleicos (NAT) para a hemorrede brasileira, 
destinado, incialmente, à detecção de material genético dos vírus da 
imunodeficiência humana (HIV), hepatite C (HCV) e, atualmente, também a 
hepatite B (HBV). 
Hoje em dia, o IBMP fornece o módulo de amplificação do teste de 
diagnóstico molecular NAT destinado a detecção de três vírus, 
imunodeficiência humana (HIV), hepatite B (HBV) e hepatite C (HCV) para 
triar todas as bolsas de sangue que circulam na hemorrede pública Brasileira. 
Além disso, em seu portifólio o IBMP investe no Desenvolvimento e 
Inovação buscando soluções para os problemas enfrentados pelo Brasil 
especialmente aqueles ligados ao Sistema Único de Saúde (SUS). 
Dentre os produtos relacionados ao setor de inovação do IBMP, foi 
desenvolvido no final de 2015, por conta de uma grave epidemia causada por 
um vírus pouco conhecido, o Zika vírus (ZIKV), um teste capaz de detectar e 
diferenciar três arbovírus que possuem sinais e sintomas bastante 
semelhantes, mas com consequências bastante distintas usando one step 
reverse transcriptase polymerase chain reaction em tempo real (RT-qPCR). 
O kit nomeado ZDC Biomol é capaz de promover o diagnóstico de 
ZIKV, dengue (sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) e 
chikungunya (CHIK) através de uma reação que acontece em duas etapas. 
Na primeira a enzima transcriptase reversa gera DNA complementar (cDNA) e 
na segunda o cDNA é amplificado na reação de PCR dependente de Thermus 





Após o desenvolvimento do kit de tamanha complexidade, o próprio 
Instituto e os usuários perceberam uma lacuna que não havia sido 
preenchida, o kit não o possuía um controle externo positivo, levando a sérias 
reclamações. Os controles positivos são exógenos e o seu DNA ou RNA é 
extraído paralelamente às amostras clínicas em teste e na reação de PCR 
são amplificados em outro poço de reação. Desta forma, “dizer” que a reação 
estava sendo realizada em condições ótimas desde a extração até a 
amplificação” continuava sendo uma interrogação pois, não era possível 
validar as rotinas laboratoriais.  
Assim, para solucionar a lacuna apresentada muitas estratégias 
poderiam ser usadas. Quando se pensa em pesquisa básica poderia-se 
trabalhar com plasmídeos contendo a sequência de interesse, amplicons, 
transcritos, cDNA para atuar como controle externo positivo da reação. 
Entretanto, os exemplos citados acima não atendem às normas da 
Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) e, por isso, uma nova 
proposta foi fundamentada para a construção de um controle externo positivo.  
A Anvisa descarta as soluções da pesquisa básica para o 
desenvolvimento de controles, por motivos óbvios, como a possibilidade de 
haver mutações, erros de amplificação, erros na transcrição reversa, erros na 
transcrição, fácil degradação. 
Finalmente, levantou-se a hipótese que não deixaria o produto mais 
caro e que legalmente seria aceita. Essa solução apresenta as vantagens de 
fácil produção quando as condições ótimas estão estabelecidas e ainda 
poderia servir de controle para todas as reações do módulo amplificando 
todos os alvos, transparecendo um paciente coinfectado com todas as 
doenças nas reações específicas. Então, o objetivo deste trabalho foi 
desenvolver uma “viral-like-particle” derivada do bacteriófago MS2, contendo 
sequências específicas de cada um dos alvos em estudo. Essas partículas 
foram usadas para validar a metodologia estabelecida controlando o processo 
por inteiro, a extração de RNA, a transcrição reversa e a amplificação dos 
alvos. 
A produção do controle externo positivo foi realizada no Instituto de 




Entretanto, desafiamos outros laboratórios a realizar testes com o controle 




2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Desenvolver um controle externo positivo do tipo “viral-like-particle” (controle 
positivo) para compor um kit diagnóstico de arboviroses emergentes e 
reemergentes comprovar por RT- qPCR que o modelo estabelecido é capaz 
de ser amplificado para os quatro sorotipos do vírus da dengue (DENV-1, 
DENV-2, DENV-3 e DENV-4); Zika (ZIKV), chikungunya (CHIKV) e para o 
controle interno humano em reações do tipo multiplex no kit Biomol ZDC. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
Desenhar uma sequência sintética baseando-se em genomas de ZIKV, 
DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e CHIKV e do genoma humano obtidas 
em banco de dados internacionais. 
Solicitar a síntese da sequência de interesse e clonagem da mesma no vetor 
de expressão pET47b(+)-MS2.  
Confirmar por sequenciamento a presença da sequência sintética clonada no 
plasmídeo vetor pET47b(+)-MS2. 
Avaliar o controle positivo MS2-ZDC desde a extração de RNA até a 
amplificação em RT-qPCR no Kit Biomol ZDC. 
Avaliar a estabilidade do controle positivo MS2-ZDC de acordo com o tempo 
de estocagem em temperatura de -20°C 
Avaliar a estabilidade do controle positivo MS2-ZDC em diferentes 
temperaturas antes do processo de extração de RNA.  
Utilizar kit Biomol ZDC completo, ou seja, módulo de amplificação e controle, 
para testar amostras de pacientes suspeitos de infecção causada por 
arbovírus na região da Amazônia Ocidental em um estudo clínico laboratorial 




Avaliar o padrão de amplificação de controles positivo e das amostras 
testadas provenientes da região da Amazônia Ocidental. 
Expressar e purificar o controle positivo MS2-ZDC a partir do plasmídeo vetor 
pET47b(+)-MS2 com a sequência sintética.  
 




As doenças emergentes estão relacionadas com o surgimento ou a 
identificação de um agente infeccioso e as doenças reemergentes indicam 
mudança no comportamento epidemiológico de doenças já conhecidas, que 
haviam sido controladas, mas que voltaram a representar ameaça a saúde. 
Estas doenças como a dengue, Zika, febre amarela, “West Nile”, hantavirus, 
leptospirose, leishmaniose e doença de Chagas estão diretamente 
relacionados com o comportamento humano especialmente, com a 
globalização, urbanização, alterações climáticas, problemas sociais e 
econômicos1,2.  
No Brasil, os fatores mais importantes para o avanço de zoonoses 
relacionam-se ao aumento da fronteira agropecuária, construção de 
hidroelétricas, regiões densamente povoadas e com infraestrutura sanitária 
inadequada, favorecendo o ciclo parasita-hospedeiro-vetor1. 
Os vírus RNA patogênicos são potencialmente o grupo mais importante 
envolvido na transmissão de doenças zoonóticas e representam um desafio 
para o controle global de doenças e incluem não só as espécies virais 
desconhecidas como também as que são conhecidas e continuam sendo um 
problema contínuo para a saúde humana e animal3. A diversidade biológica 
desses agentes e as taxas de adaptação rápida tornam o grupo de difícil 







Os arbovírus (vírus transmitidos por artrópodes) são taxonomicamente 
diversos, mas compartilham um ciclo de transmissão entre hospedeiros 
vertebrados e vetores artrópodes. Todas as espécies de arbovírus, exceto 
uma, pertencem a uma das cinco famílias de vírus de RNA, sugerindo altas 
taxas de mutação que podem inclusive ser um pré-requisito para entrar em 
um ciclo de replicação alternada nos diferentes ambientes representados por 
animais vertebrados e invertebrados. Até o momento mais de 500 espécies 





Todos os vírus pertencentes ao gênero Flavivírus (família Flaviviridae) 
possuem RNA de fita simples e polaridade positiva com aproximadamente 11 
kb. O genoma geralmente codifica um único quadro de leitura aberto (Open 
Reading Frame) que é flanqueada por regiões 5' e 3' não traduzidas 
(Untraslated Regions) de ~ 100 e ~ 400-700 nucleotídeos, respectivamente. 
Os Flavivírus mais conhecidos são transmitidos horizontalmente entre 
artrópodes hematófagos e hospedeiros vertebrados e possuem 40-50 nm  de 
diâmetro 5,6–8 
Atualmente, entre os flavivírus que circulam entre hospedeiro 
vertebrado e mosquito com destaque para saúde pública estão dengue, febre 




O vírus Zika tem um histórico recente pois, foi descoberto em Uganda 
em meados de 1940 ficando limitado aos continentes Africano e Asiático nas 
décadas seguintes. Em 2007, o vírus passou a circular na Micronésia 
chegando a Polinésia Francesa entre 2013-2014 e então, atingiu a região da 





No início de 2015, o primeiro caso de Zika autócne foi diagnosticado no 
Brasil e no final desse mesmo ano já haviam pelo menos entre 400.000 - 
1.300.000 casos suspeitos da doença que inicialmente parecia ser 
caracterizada como exantemática, mas de forma surpreendente mostrou 
ligação com o aumento assustador do número de bebês com microcefalia 
(onde grande parte das mães foram diagnosticadas com Zika durante a 
gestação)11.  
Desta forma e por conta da situação apresentada acima, o Ministério 
da Saúde, através da Portaria Número 1.813 de 11 de Novembro de 2015 
declarou situação de Emergência em Saúde Pública de Importância Nacional 
(ESPIN)12.  
Outras complicações associadas a essa doença viral foram surgindo 
principalmente de cunho neurológico como a síndrome de Guillain Barré 
(SGB). A síndrome após infecção por ZIKV foi observada na Polinésia 
Francesa, onde uma relação de tempo foi estabelecida entre os dois, seguida 
de confirmação biológica. Casos de SGB causados pelo ZIKV também foram 
observados no Brasil na cidade de Recife, sendo que o vírus foi detectado por 
RT-PCR no líquido cefalorraquidiano em oito pacientes com manifestações 
neurológicas13.  
Após esta descoberta no Brasil, a Polinésia fez análises retroativas e 
percebeu que a microcefalia também havia ocorrido na região e outras 
complicações neurológicas haviam sido detectadas quando essa região 




A dengue é uma doença causada por um vírus de polaridade positiva, 
classificada em quatro sorotipos denominados de (DENV 1, DENV 2, DENV 3, 
DENV 4) sendo endêmica em mais de 100 países desde a Ásia, Américas, 
região Oeste do Pacífico, África, regiões do mediterrânio15 (FIGURA 1).  
Atualmente, aproximadamente 400.000.000 de pessoas são infectadas 
por dengue todos os anos sendo que 25% dos casos apresentam sinais 




com risco de infeção e o número de casos estima-se que pelo menos  3,9 
bilhões de pessoas em 128 países estejam em áreas  de risco16,17. 
 
 
              FIGURA 1 - SURTO GLOBAL DE DENGUE EM 2014 
              FONTE: 15 
 
A doença causada pelos vírus da dengue apresenta normalmente sintomas 
semelhantes aos da gripe como dor de cabeça, porém a gripe, além de 
causar coriza pode também desencadear problemas respiratórios como: 
apnéia e dispnéia.  Os principais sinais e sintomas são febre alta que pode 
estar acompanhada por dor de cabeça, dor retro-ocular, náusea e vômito, 
rash.  Além disso, o quadro pode tornar-se mais grave e o paciente ser 
acometido por dengue severa (febre hemorrágica) onde, atenção especial 
deve ser dada aos sinais de alerta como dor abdominal intensa, vômito 
persistente, sangramento nas gengivas, fadiga e ainda pode levar ao choque 
com sangramento severo e comprometimento grave de órgãos do paciente13. 
 
3.2.4 Família Togaviridae  
 
A família Togaviridae é composta pelos gêneros: Rubivirus e Alfavirus. 
Esses vírus contém um genoma de RNA de cadeia simples com polaridade 
positiva com aproximadamente 11-12 kb e um diâmetro de 60-70 nm. Os 
principais vírus são responsáveis por diversos tipos de encefalites e 




A maioria dos alfavírus completam seu ciclo em artrópodes 
hematófagos podendo causar doenças em animais e humanos. Neste gênero 
podemos incluir como exemplo o vírus chikungunya, o vírus Ross River, vírus 




Chikungunya é um vírus originário da África, e a febre chikungunya é 
considerada uma doença grave e debilitante sendo transmitido ao homem 
preferencialmente pela picada do mosquito Aedes aegypti. O vírus 
chikungunya de acordo com o idioma bantu faz referência a posição curvada 
do paciente por conta de intensas dores nas articulações além disso, o 
mesmo pode levar a febre alta e erupções cutânea impedindo muitas vezes 
que o paciente desenvolva suas atividades diárias e em muitos casos 
promover a incapacidade temporária. Essa infecçao tem deixado um rastro de 
adultos e idosos com dores crônicas graves que pode sobrecarregar a 
demanda do Sistema Único de Saúde 20,21. 
 No Brasil, o vírus chikungunya teve entrada recente e o primeiro caso 
de chikungunya foi diagnosticado em 2014 e o genótipo inicial foi o asiático, 
diagnosticado no Estado do Amapá (AP). No mesmo ano ocorreu uma 
segunda entrada de um segundo genótipo proveniente da África do Sul o qual 
foi introduzido também em 2014 em Feira de Santana, no Estado da Bahia 
(BA) 21,22  
 
3.2.6 Vetores de Zika, dengue e chikungunya 
 
Os artrópodes foram descobertos como parte de ciclo biológicos de 
doenças que envolvem os humanos. Entre os agentes etiológicos que são 
transmitidos por artrópodes infectados podemos citar vírus, bactérias, 
protozoários e helmintos23. 
Os vírus estudados nesta tese têm como vetor principal o mosquito 
Aedes aegypti e ainda podem ser transmitidos por outras espécies de Aedes 
sp. e entre as outras espécies deste gênero podemos citar com um grau de 




Atualmente a distribuição global de Aedes aegypti (FIGURA 2) e Aedes 
albopictus (FIGURA 3) mostram que estas espécies estão presentes em todos 
os continentes fortalecendo a dificuldade da eliminação de doenças 
associadas aos flavivírus e alfavírus, sendo que cerca da metade da 
população mundial corre o risco de uma infecção24. 
 
FIGURA 2 - MAPA GLOBAL DA DISTRIBUIÇÃO PREVISTA DE Aedes aegypti. 




   FIGURA 3 - MAPA GLOBAL DA DISTRIBUIÇÃO DE Aedes albopictus.  
   FONTE: O mapa descreve a ocorrência de Aedes albopictus (Azul = 0 e vermelho =1)24. 
 
A FIGURA 4 mostra uma fêmea de Aedes aegypti durante seu repasto 
sanguíneo onde suas principais características estão ressaltadas como a cor 
que pode variar de marrom a preto, manchas brancas pelo corpo e anéis 
brancos nas pernas e antenas pilosas 25. 
               
24
FIGURA 4 - Aedes aegypti
FONTE: http://www.who.int/en/ 05/01/2018 às 13:53 hs.25
3.3 OUTRAS FORMAS DE TRANSMISSÃO DA INFECÇÃO POR
ARBOVÍRUS 
Em muitos casos os pacientes infectados por arboviroses são
considerados assintomáticos, não permitindo diagnósticos clínicos
apropriados mas, podendo ser fontes de contaminação para outras fêmeas de 
mosquitos, ou ainda para bolsas de sangue durante a doação26 e outras 
pessoas durante relações sexuais27,28, no leite materno26,28 e transmissão 
vertical.28
3.4 DIAGNÓSTICO CLÍNICO DE ARBOV
Como citado no item acima grande parte dos casos de arboviroses 
são assintomáticos e quando os pacientes apresentam sinais e sintomas 
relacionados aos três arbovirus ocorre um grande problema no diagnóstico 
clínico.
Quando os doentes apresentam sinais e sintomas os mesmos são
muito semelhantes com a presença de alguns e/ou todos os sinais e  
sintomas; febre, rash, prurido, conjuntivites, dores de cabeça, dores retro-
oculares; tanto nos casos sintomáticos de dengue, Zika e chikungunya29
conforme QUADRO 1.
Por conta destes problemas, onde os principais sinais e sintomas dos 




principalmente em áreas endêmicas e áreas onde existe co-circulação de 
arbovírus30. 
 
      QUADRO 1- PRINCIPAIS SINTOMAS DE DENGUE, CHIKUNGUNYA E ZIKA. 
 
      FONTE: https://agencia.fiocruz.br/zika-chikungunya-e-dengue-entenda-diferen%C3%A7as 
 
3.5 DIAGNÓSTICO LABORATORIAL DE  ARBOVÍRUS  
 
O laboratório atualmente é um local decisivo para o diagnóstico de 
vírus complementando os achados clínicos, pois através dos testes 
diagnósticos é possível identificar o vírus responsável pelo quadro clínico dos 
arbovírus estudados. 
No laboratório os testes mais usados baseiam-se em culturas virais, 
testes sorológicos para detecção de antígenos e anticorpos, testes 
moleculares para detecção de ácidos nucleicos virais e testes histológicos e 
citológicos. Atualmente, um grande número de testes moleculares e 
sorológicos estão sendo desenvolvidos e são mais rápidos facilitando assim o 
diagnóstico clínico para a maioria dos vírus. A cultura tem perdido notoriedade 
pois, as mesmas são mais demoradas e caras31. Os testes sorológicos podem 
apresentar alto risco de reações cruzadas, enquanto que os testes 
moleculares apresentam alta sensibilidade e especificidade. Na TABELA 1 






TABELA 1 - TÉCNICAS UTILIZADAS EM DIAGNÓSTICO VIROLÓGICO 
Cultura de células                              
Testes sorológicos                             
Testes moleculares                            
Microscopia eletrônica                       
Citologia                                            
Histologia                                          
FONTE: Adaptado de “Special Selection: Medical Microbiology Diagnostic virology Rationale 
for Specific viral Diagnosis” 31. 
 
 Os testes mais confiáveis para arbovírus são os testes NAT e ELISA 
para a glicoproteína não estrutural (NS1) que detecta infecções em fase 
aguda. A sorologia pode ser prejudicada por conta de vacinas virais como 
febre amarela, dengue e encefalite japonesa. Desta forma existe uma 
necessidade crucial para desenvolvimento de testes multiplex que sejam 
capazes de realizar o diagnóstico diferencial dessas arboviroses. A RT-qPCR 
está entre os principais testes usados no diagnóstico de arbovírus e é a 
metodologia que foi usada para o kit Biomol ZDC32.  
 
3.5.1 Real Time PCR   
 
A reação em cadeia da polimerase é uma ferramenta que tornou a vida 
dos cientistas bem mais fácil. A definição do processo é de uma reação cíclica 
onde os passos se dividem em separação da dupla fita de DNA 
(desnaturação), o anelamento dos oligonucleotídeos específicos às suas 
regiões correspondentes e, finalmente, ocorre a extensão e em cada ciclo o 
número de cópias de DNA é duplicado, ou seja, a reação é exponencial.  
Quando há a presença de um alvo, por exemplo, em 40 ciclos pode-se chegar 
a gerar 240  fragmentos específicos, caso a reação tenha 100% de 
eficiência33. A reação ocorre na presença de um DNA alvo específico, 
oligonucleotideos, íons de magnésio, nucleotídeos e uma enzima do tipo DNA 
polimerase34. 
Em PCR quando o material a ser detectado é o RNA ocorre um passo 
preliminar usando a transcriptase reversa (RT). A descoberta da RT 




polimerase dependente de RNA e que catalisa a síntese de uma fita de DNA 
complementar usando RNA como molde. O produto final é conhecido como 
DNA complementar (cDNA), um produto que não é sujeito à degradação por 
RNases, sendo assim mais estável que o RNA. Em reações de RT PCR após 
o passo de transcrição reversa o cDNA gerado é molde para a DNA dupla fita 
e o processo acontece como em uma reação comum de PCR. Essas reações 
são bastante usadas em diagnóstico de vírus que possuem como material 
genético RNA e também para a análise de expressão gênica35. 
É importante salientar que para que o PCR tenha qualidade alguns 
parâmetros como obtenção da amostra e estocagem, extração de ácidos 
nucleicos, pureza e qualidade dos ácidos nucleicos, desenho dos 
oligonucleotídeos, validação dos oligonucleotídeos, validação do gene de 
referência devem ser considerados36. 
Já em 1991, a tecnologia de amplificação de DNA era considerada uma 
estratégia e muito disso estava ligado a uma enzima termoestável isolada de 
“Thermus aquaticus” que ficou conhecida como TAQ DNA polimerase37. 
Holland e colaboradores em 199138 aprofundando os trabalhos com PCR 
demonstraram que a enzima TAQ apresentava a atividade 5’-3’ exonuclease 
usando além de oligonucleotídeos sondas marcadas com isótopos 
radioativos. Nesse trabalho há uma ilustração típica mostrando como o 
processo ocorre, e que é citada com frequência, conforme FIGURA 5.38 
 
 
FIGURA 5 - DETECÇÃO DE PRODUTOS DE PCR COM BASE NA ATIVIDADE 5’- 
3’ DA TAQ POLIMERASE. 
FONTE: 38 
 
O início das reações de PCR em tempo real pode ser determinado 




de DNA, o brometo de etídeo, aumentando a sensibilidade e especificidade 
do processo podendo inclusive iniciar a quantificação de amostras39. 
Durante os primeiros ciclos do PCR em tempo real é difícil distinguir a 
fluorescência liberada pelo anelamento da sonda ao alvo específico do 
background (ruído), entretanto, com o passar dos ciclos esse sinal se 
estabiliza (caso o DNA alvo esteja presente) e a fluorescência seja emitida 
exponencialmente até um ponto em que a reação atinge um platô seja por 
escassez de oligonucleotídeos, sondas, enzima ou qualquer outro 
componente da reação. 
Então, a PCR em tempo real pode ser dividida em 3 fases inicial, 
logarítmica e platô como está demonstrado na FIGURA 6.34 
As amostras que possuem maior quantidade de material genético 
atravessam o threshold, determinado pelo pesquisador manualmente e/ou 
pelo equipamento e que deve estar na fase logarítmica da reação, antes 
daquelas que possuem menor quantidade de material. Dessa forma as 
reações são designadas como inversamente proporcionais. Quanto maior o 
Cycle threshold (Ct), menor quantidade de material, e o inverso, quanto maior 
a quantidade de material menor Ct, isso é bastante importante para a 




      FIGURA 6 - CURVAS DE RESPOSTA DE PC REM TEMPO REAL.  





O uso de radioatividade e brometo de etídeo foram descontinuados no 
processo de PCR em tempo real e temos diferentes reporters que liberam 
fluorescência. Como exemplo pode-se citar as sondas de hidrólise, SYBR 
GREEN, molecular beacons e scorpions40,34. O uso de sondas oferece grande 
vantagem por conta da possibilidade de desenvolvimento de ensaios 
multiplex, como os usados nesta tese. 
A tecnologia de real time PCR confirmou através de seu 
desenvolvimento e versalidade avanços em diferentes áreas como 
biomedicina, microbiologia, veterinária, agricultura, farmacologia, 
biotecnologia e toxicologia. Muitos testes estão descritos na literatura e 
também são usados para diagnóstico clinico e o crescimento das publicações 
na área é exponencial, sendo que em 12 de abril de 2018 o banco de artigos 
do ‘PubMed” demonstrou usando como palavra de busca “REAL TIME PCR” 
mais de 150 mil artigos publicados. Usando PCR tanto para o diagnóstico de 
vírus, bactérias, protozoários, fungos, organismos geneticamente 
modificados, sendo portanto uma ferramenta bastante importante 
principalmente por minimizar o tempo gasto frente a outras técnicas 41,40. 
Os testes de PCR em tempo real, mesmo apresentando alta 
sensibilidade e especificidade, precisam ser validados através de controles. 
 
3.6 CONTROLE PARA VALIDAÇÃO DE TESTES DIAGNÓSTICOS 
 
Atualmente, os testes moleculares para doenças infecciosas têm sido 
essenciais na área clínica para orientar os médicos nas condutas terapêuticas 
a serem adotadas no início e durante o tratamento de pacientes. Entre estes 
métodos, a reações de PCR em tempo real e a RT-PCR em tempo real têm 
sido muito utilizadas devido a sua alta sensibilidade e especificidade na 
detecção de ácidos nucleicos de bactérias, fungos e vírus42. 
Assim, a padronização inequívoca da metodologia e a implementação 
de controles que possam garantir todos os processos laboratoriais, são  
realizados desde o início da manipulação de uma amostra clínica de paciente 
até o momento da liberação do resultado final do teste realizado, são 




de DNA ou RNA diferente ou similares à sequência do ácido nucleico que 
está sendo pesquisada e o seu uso tem por objetivo assegurar a detecção do 
patógeno, reduzindo a possibilidade do produto diagnóstico gerar resultados 
falso - negativos43.  
Os resultados falso-negativos podem ser decorrentes de fatores como 
erros na extração da amostra, mal funcionamento do termociclador, falhas 
dos operadores, falhas no teste devido a inibição da PCR ou RT- PCR. A 
maneira mais comum de detectar inibidores nestas reações de amplificação é 
a inclusão de um controle interno positivo em cada amostra a ser analisada. 
Assim, este controle é extraído simultaneamente à amostra clínica e é 
amplificado no mesmo tubo em que está sendo feita a pesquisa do patógeno 
alvo44,45  
Em um produto diagnóstico o controle interno deve ser sempre 
combinado com um controle positivo externo para provar a funcionalidade da 
mistura de reação para amplificar o patógeno alvo46. Esta combinação exclui 
a existência de inibição e de outros possíveis erros e assegura que um 
resultado negativo seja verdadeiro e não seja uma consequência de falhas 
em algum dos procedimentos. 
Como controles internos podem ser utilizados genes endógenos ou 
exógenos. Os genes endógenos ou “housekeeping genes” estão presentes no 
genoma de diferentes espécies, são expressos por diferentes tipos celulares e 
são utilizados no diagnóstico molecular para verificar se as condições de PCR 
são ótimas47. A amplificação de um gene endógeno na reação assegura a 
origem e a qualidade da amostra de DNA ou RNA, da mistura de reação e 
dos reagentes utilizados na sua amplificação porém, apresentam a 
desvantagem de ser amplificados utilizando oligonucleotídeos diferentes dos 
utilizados na amplificação do alvo (patógeno)47. 
Os principais genes endógenos  descritos na literatura que têm sido 
utilizados como controle nas reações de PCR em tempo real são o gene da 
proteína glyceraldehyde-3-phosphate desidrogenase (GAPDH), β-actina, 
proteínas ribossomais, ubiquitina (UBQ), β-tubulina, proteína do RNA 




Embora o produto destes genes sejam constitutivamente expressos, 
existem variações nos níveis de expressão de seu RNA mensageiro em 
certas condições experimentais e por esta razão é crucial a sua validação 
para cada modelo particular de reação49. Estes controles são amplificados 
utilizando oligonucleotídeos e sondas desenhados baseando-se nas 
sequências nucleotídicas do gene escolhido como controle e a sua 
amplificação na reação de PCR precisa ser otimizada em multiplex com a 
sequência do alvo que está sendo pesquisada.  
Os controles internos exógenos são adicionados as amostras clínicas e 
podem ter sequências nucleotídicas diferentes do alvo, sendo amplificados e 
detectados  com oligonucleotídeos específicos para as suas sequências ou 
podem compartilhar sequências com o alvo sendo co-amplificados 
simultaneamente a estes, utilizando os mesmos oligonucleotídeos50. Porém, é 
necessário que seja adicionado na reação de amplificação uma sonda 
específica que possa distinguir o controle do microorganismo que está sendo 
pesquisado.  
Os controles positivos são exógenos e o seu DNA ou RNA é extraído 
paralelamente as amostras clínicas em teste e no momento da reação de 
PCR são amplificadas em outro poço de reação. Da mesma forma que os 
controles internos podem ter ou não sequências específicas do alvo. 
Plasmídeos construídos com sequências específicas do alvo têm sido 
preparados para diversos microorganismos e podem ser utilizados como 
controles internos ou como controles positivos51–53  A desvantagem da sua 
utilização refere-se ao fato de que os plasmídeos são moléculas de DNA e 
por isso não tem a propriedade de controlar a fase de extração e de 
transcrição reversa que é necessária para amplificar vírus com genoma de 
RNA. Por esta razão outras estratégias de construção de controles têm sido 
propostas e estão descritas na literatura 54. 
Uma destas estratégias propõe a utilização de partículas virais com 
propriedade de mimetizar os alvos que estão sendo pesquisados, ou seja, 
que apresentem um capsídeo e material genético protegido tendo assim a 




reversa. Esta linha de controles está representada pelos vírus animais e pelos 
bacteriófagos.  
Diversos artigos também se reportam a utilização de vírus animais. O 
vírus da febre bovina e o Phocine distenper vírus que foram utilizado como 
controle em reações de RT - PCR para o vírus da hepatite C54,55.  
Entre os bacteriófagos, o MS2 foi utilizado como controle em diversos 
métodos moleculares56–58,  e também o T459. 
O controle armored estabelecido pela empresa Assuragen , são 
partículas compostas pela proteína do envoltório do bacteriófago MS2 
encapsidando um RNA exógeno. Estas partículas foram produzidas através 
de clonagem em plasmídeos e expressão e são resistentes à degradação por 
RNases e foram criadas inicialmente para o vírus HIV60 e da Hepatite C61. 
Controles armored para diferentes patógenos estão descritos em artigos62.  
Em outra estratégia para estabelecer controles derivados do 
bacteriófago MS2 foram construídos dois vetores. No primeiro foi colocado o 
genoma inteiro do MS2 e no segundo foi inserido o genoma do MS2 
modificado pela presença de um gene sintético no gene da replicase. Estes 
vetores foram utilizados para produzir expressar respectivamente partículas 
do MS2 e partículas recombinantes do MS2. Ambas foram avaliadas em um 
teste quantitativo para a hepatite C63.  
Transcritos sintéticos de RNA também têm sido utilizados como 
controles em diversos métodos moleculares64.  
Portanto diversos modelos de controles já foram estabelecidos 
utilizando diversas estratégias e estão descritos na literatura e podem ser 
utilizados como modelo para a construção de controles para testes 




Os bacteriófagos são vírus de ocorrência natural que infectam somente 
as bactérias. Estes vírus foram descobertos por Frederick Twort em 1915 e 




Os fagos são basicamente formados por uma molécula de ácido 
nucleico envolta por um capsídeo que é constituído por proteínas codificadas 
pelo genoma. Este capsídeo tem o papel importante de proteger o genoma da 
danificação de fatores ambientais e assegurar a liberação do mesmo nas 
células alvo (FIGURA 7) 65.  
O bacteriófago MS2 pertence à família Leviviridae e tem um genoma 
de RNA de fita simples, polaridade positiva e um capsídeo com estrutura 
icosaédrica de 275 A°, não possui cauda e não possui apêndice de superfície. 
Cada partícula deste fago é constituída por 180 unidades monoméricas da  
proteína de envoltório, uma cópia da proteína de maturação (maturase) e uma 
única cópia de RNA genômico. Pelo fato de consistir de uma molécula de 
RNA e o MS2 ter um capsídeo a sua presença no final de uma reação garante 
o controle da descapsulação do RNA viral durante o processo de extração e 
da fase de transcrição reversa. Como o RNA é suscetível à degradação e 
inibição por RNases, o MS2 é um controle interno ou externo com a 
capacidade de monitorar desde o processo de extração até a amplificação, e 
pode ser usado como controle universal para testes moleculares em que se 






FIGURA 7-  
A- ESTRUTURA DO CAPSÍDEO DO BACTERIÓFAGO MS2 
B- ESTRUTURA DO GENOMA 
C- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE VIRAL LIKE PARTICLES MS2 
D- MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE MS2 NÃO MODIFICADO 
FONTE: 65  
              
3.8 KIT BIOMOL ZDC  
 
Os testes realizados com o Kit BIOMOL ZDC são baseados na técnica 
da reação em cadeia da polimerase em tempo real com transcrição reversa 
(RT-qPCR). A qPCR permite a quantificação de sequências específicas de 
DNA ou RNA em uma amostra a partir de medidas de intensidade de 




ocorre inicialmente uma transcrição reversa (geração de cDNA a partir do 
RNA da amostra) seguida pela reação em cadeia da polimerase em tempo 
real (qPCR).  
O Kit BIOMOL ZDC permite a identificação dos vírus Zika, Dengue 
(sorotipos 1 a 4) e Chikungunya, além do Controle Interno (CI) da reação. A 
detecção da presença de ácidos nucleicos dos patógenos e do controle 
Interno é feita pelo uso de sondas (oligonucleotídeos marcados com 
fluorescência) específicas para cada alvo molecular. O teste para cada 
patógeno é realizado em uma reação multiplex, onde existem reagentes 
específicos para o alvo do patógeno e para o Controle Interno; desta forma, o 
kit apresenta quatro reações multiplex distintas, sendo elas: Zika/CI, Dengue 
1/Dengue 4/CI, Dengue 2/Dengue 3/CI e Chikungunya/CI.  
A amplificação do Controle interno indica um funcionamento adequado 
da reação. Em resultados negativos, apenas o Controle Interno é detectado. 
Caso esta amplificação não seja detectada, a amostra deve ser retestada. 
Já a amplificação de material genético de patógenos indica presença de RNA 
viral na amostra.  
É importante avaliar cada tipo de reação multiplex separadamente. 
Este kit foi desenvolvido para a realização de análises de perfil qualitativo, ou 
seja, avalia-se a presença ou ausência de alvo molecular.  
A técnica de RT- qPCR é a base desse estudo de diagnóstico dos 
seguintes vírus que possuem como material genético RNA: Zika, dengue 
(sorotipos 1-4) e Chikungunya, foram distribuídos na placa de PCR, conforme 
FIGURA 8. 
 
                  FIGURA 8 - PLACA DE PCR 





As 4 reações do kit do tipo one step RT-qPCR multiplex utilizando 
sondas de hidrólise estão descritas na Tabela 2. 
 
   TABELA 2 - KIT BIOMOL ZDC 
Zika + controle Humano   
Chikungunya + controle Humano 
Dengue 1 + dengue 4 + controle Humano 




 FONTE: o autor (2018) 
 
O teste descrito acima é qualitativo, ou seja, permite detectar a 
presença ou ausência dos vírus e ainda garantir que o operador realizou de 
maneira correta o mesmo por conta da presença de controle interno humano 
e que o RNA apresentava boa qualidade, entretanto, esse kit apresentava 
uma grande lacuna, a ausência de um controle positivo. 
 O desenvolvimento de um controle positivo foi o objetivo dessa tese 
pois, é bastante laborioso trabalhar com culturas virais que seriam controles 
efetivos além disso, as culturas oferecem riscos, são mais caras e precisam 
de ambientes específicos e pessoal qualificado. 
 Desta forma, escolhemos desenvolver um controle derivado do MS2 
para os 7 alvos presentes no kit pois, tem estrutura similar aos alvos que 
serão detectados pelo kit BIOMOL ZDC, RNA de fita simples polaridade 
positiva e capsídeo. 
 O nosso grupo já possuía expertise na técnica de produção de 
controles usando esse bacteriófago quando utilizado para a construção de um 













4 RESULTADO E DISCUSSÃO 
  
Diante do acima exposto nosso trabalho será apresentado na forma 
de dois capítulos: Artigos submetidos para revistas que abordam temas 
somente relacionados a vírus: 
O primeiro artigo que demonstra todo o processo de construção e 
validação do controle positivo e o seu uso final para a validação do kit Biomol 
ZDC fechando a principal lacuna do mesmo. Neste artigo apresentamos o 
desenvolvimento do controle positivo baseado no bacteriófago MS2 para ser 
usado em ensaios para detectar o ácido nucleico do Zika, chikungunya e dos 
quatro sorotipos da dengue. O pET 47b(+) – MS2-ZDC foi construído após a 
inserção de uma sequência sintética em um único local BamHI (dentro do 
gene da replicase do genoma MS2) do pET47b(+) – MS2. Todas as 
construções foram confirmadas por sequenciamento. O pET27b(+) -MS2 -
ZDC pode gerar sucesso partículas de MS2 -ZDC cujo genoma abriga a 
sequência sintética no gene da replicase, e como consequência uma enzima 
não funcional foi produzida, bloqueando a replicação do genoma. 
Já no segundo artigo mostramos o controle positivo sendo usado em 
um estudo epidemiológico em Porto Velho, Rôndonia (RO), onde os primeiros 
casos de Zika foram detectados. Neste artigo o controle foi comparado com 
culturas positivas de vírus para garantir os resultados. 
Amostras de RNA extraídas do soro de 164 pacientes foram testadas 
em um ensaio de RT-PCR em tempo real. As análises da amplificação 
revelaram que 7 (4,3%) das amostras deram positivas apenas para o RNA de 
ZIKV, e 157 deram negativas para todos os sorotipos de DENV, CHIK e RNA 
do ZIKV. Os resultados negativos do RT-PCR em tempo real foram validados 
pelo controle interno. Todas as amostras de RNA mostraram amplificação da 
sequência de controle interno (um transcrito humano endógeno), para garantir 
que essas amostras não fossem degradadas e que os resultados negativos 
fossem verdadeiramente negativos. O teste sorológico para o antígeno NS1 
DENV também foi negativo para todas as amostras de soro. 
 A avaliação microscópica de 164 esfregaços de sangue periférico 




principais sinais e sintomas relatados por nossos pacientes que foram 
considerados relevantes para nosso estudo foram: conjuntivite 7/164 (4,3%), 
febre 84/164 (51,2%), cefaleia 78/164 (47,56% ), calafrios 10/164 (6,1%), 
prurido 20/164 (12,2%), exantema 33/164 (20,1%), artralgia 58/164 (35,3%), 
mialgia 44/164 (26,8%) e retro- dor orbital 32/164 (19,5%).  
 Dos sinais e sintomas relatados pelos pacientes com viremia, apenas 
a conjuntivite teve relevância estatística (OR = 12,16, IC95%, 1,88-78,63, p = 
0,03), com correlação positiva entre conjuntivite e positividade para ZIKV. 
Portanto, pacientes com infecções por ZIKV são mais propensos a 
desenvolver condições inflamatórias na região ocular (p<0,05) do que 
indivíduos não infectados. 
 Além disso, a especificidade do ensaio de RT-PCR em tempo real (kit 
Biomol ZDC) para ZIKV, DENV e CHIKV foi avaliada testando o ensaio com 
amostras reconhecidamente positivas para Plasmodium falciparum; Vírus 
Mayaro, febre amarela e febre Oropouche; e ZIKV, DENV1, DENV2, DENV3, 
DENV4 e CHIKV. Os dados mostraram somente amplificações específicas, 
confirmando a ausência de reatividade cruzada do ensaio com os patógenos 
avaliados. Os ensaios foram validados pelo controle positivo. 
 Em anexo encontram-se dois artigos publicados, referentes ao cultivo 
de microalgas, os quais foram escritos durante os dois primeiros anos do 


















EXTERNAL CONTROL VIRAL-LIKE PARTICLE CONSTRUCTION FOR 



























































































































































































CAPÍTULO 2  
 
EPIDEMIOLOGICAL PROFILEOF ZIKA, DENGUE, AND CHIKUNGUNYA 
VIRUS INFECTIONS IDENTIFIED BY MEDICAL AND MOLECULAR 

























































































5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
O controle positivo construído atendeu o objetivo do trabalho pois, 
quando testado em reações de RT - qPCR em tempo real para o qual foi 
estabelecido, apresentou amplificação específica para os alvos avaliados. 
Este produto (kit Biomol ZDC com o controle), desenvolvido com 
insumos e tecnologia nacionais apresenta um custo menor e possui enorme 
valor agregado, estando em fase de registro, e com potencial para atender as 





























5.1 RECOMENDAÇÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 
 A construção desse controle contendo 7 alvos demonstrou a importância, 
inclusive frente a literatura que normalmente usa 1 alvo. 
 Desta forma, as recomendações para ampliações futuras para uso de 
controles semelhantes encontram-se nos estudos de RT- qPCR multiplex que o 
Instituto de Biologia Molecular do Paraná já está desenvolvendo. 
  Assim sendo recomendamos que este modelo de controle externo positivo 
pode ser utilizado para outras metodologias desenvolvidas e aplicado em outros 
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